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Munchen, den 16. Juni 2009 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Die Prasidentin 

lm Auftrag 

Ruschenschmidt 




PCT 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daft die vorliegende 
Internationale Anmeldung nach dem Vertrag liber die 
international Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt vvird. 



Vom Anmeldeamt auszufullen 



Internationales' 



00 / 0 02^ 



2 9. Jan. 2000 

Internationales Anmeldedatum 



tf&e&g^ Deutsches Patent- und Markenarrjt 

Name des A^meldeanffie^aF^alteati^ Qff, r ^ 



Alctcngciohon doa Anmoldore SLifr 



(max. l2Zeichen) 400968 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei jurist ischen Personen vollstandige amtliche Bezeichmuw 
Bei der Anschrift sind die Posteitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
AnschrUt angegebene Staat ist der Staat des Sities oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
btaatdes bitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KREUTZER, Roland 
Glotzdorf *26 

95466 Weidenberg ( 



I Y I Diese Person ist 



1 A | 



gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Fernschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder 
fur folgende Staaten: ' 



H alle Bestim- 



f -- ] alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme | j nur die Vereinigten 



mungsstaaten | J der Vereinigten Staaten von Amerika 



Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
arigegebenen Staaten 



Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschnft: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichhmw 
Bei der Anschrift sind die Post eitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschii/t angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



LIM MER, Stephan 
Leibnizstr. 14 



95447 Bayreuth 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x 1 Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht no tig.) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder 
fiir folgende Staaten: 



alle Bestim- ■ 
mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



I I nur.die Vereinigten 
I I* Staaten von Amerika 



I | -Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben v 



j j die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



Feld Nr. IV ANVVALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fur den (die) Anmelderi 1 s u i 1 eemeinsamer 

vor den zustandigen internationalen Behdrden in folgender Eigenschaft zu handeln als: |_2Ll Anwalt |_| ^ 



Vertreter 



Name und Anschrift: {Familienname. Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeiclmung Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 

GASSNER, Wolfgang 
Nagelsbachstr. 49 A 

£1052 Erlangen 



Telefonnr.: 

09131/ 160 960 



Telefaxnr.: 

09131/ 160 966 



Fernschreibnr.: 



□ Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, vvenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
obigen Feld etne spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



FormblattPCT/RO/IOl (Blatt I) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



00 /002*4 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMM UNG* VON STAATEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werdcn hiermit vorgenommen (bine die entsprcchenden Kastchen ankreuzen; wenigstens ein Kastchen muJS 
angekretizt werden): 

Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patcnt: 



GH 



Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, M\V Malawi, SD Sudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swasiland, TZ Vereinigte Republik Tansania, UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder vveitere Staat, der Vertraesstaat des 
Harare-ProtokollsunddesPCTist 

[3 EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau. RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weifere Staat, der Vertraesstaat des Eurasischen 
Patentiibereinkommens und des PCT ist 

□ EP Europiiisclies Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern 
DE Deutschiand, DK Danemark, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich. GB Vereinietes Konigreich, GR Griecheniandi 
IE Irland, IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE^Schvveden und jeder weitere Staat^ 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

Q OA OAPI-Patcnt: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire, CM Kamerun, 
GA Gabun, GN Guinea, G\V Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien. S'E Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAP1 und des PCT istffatls eine andere Schutzrechtsari oder ein sonstiges Verfahren gemmscht 

wird, bide aufder gepunkteten Linie angeben) • 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsari oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 
(3 AE Vereinigte Arabische Emirate [3 LR Liberia 

Q AL Albanien * Q§ 

Q AM Armenien [3 

£J AT Osterreich [X] 

0 AU Australien . . . (xj 

0 AZ Aserbaidschan [x| 

Bosnien-Herzegowina [x] 

Barbados 

Bulgarien [x] 

Brasilien 

Belarus [xj 

Kanada [3 
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is 
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□ 



LS 

LT 

LU 

LV 

MA 

MD 



Lesotho 

Litauen 

Luxemburg 

Lettland 

Marokko . . . . . . 

Republik Moldau 



CN 
CR 
CU 
CZ 
DE 
DK 

DM Dominica 



PL 



China 0 

Costa Rica ; Q 

Kuba Q| 

Tschechische Republik Q PT 

Deutschiand Q§ rq 

Danemark [2 



RU 
SD 
SE 
SG 
SI 
SK 
SL 
TJ 
TM 
TR 
TT 
TZ 
UA 
UG 
US 



MG Madagaskar . . 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi' 

S3 MX Mexiko . . .' 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland '.>.:' 

Poien 

Portugal 

Rumanien 

Russische Foderation 

t3 SD Sudan 

Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschrkiruin 

Turkmenistan 

Turkei . . 

Trinidad iLnd Tobago 

Vereinigte Republik Tansania 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



EE Estland ; . . . [3 

ES Spanien . . • 

FI Finnland '(3 

GB Vereinigtes Konigreich . " ■ G3 

GD Grenada x 0 

GE Georgien [g 

GH Ghana . . . (3 

GM Gambia [3 

HR Kroatien |jj 

HU Ungarn (3 

ID Indonesien - 

IL Israel rjj 

IN Indien . ■ ■ . . [3 

IS Island 

JP Japan '. . . . Qj vz 

KE Kenia QJ y?v 

KG Kirgisistan Q YU 

KP Demokratische Volksrepublik Korea ........ B ZA 

• H ZW 

3 KR Republik Korea Kastchen fur die Bsscimmung von Staaten , die dem PCT nach der 

KZ Kasachstan . Veroffentlichung dieses Formblatts beigetreten sind: 

3 LC Saint Lucia □ 

3 LK Sri Lanka □ 

Erkliirung bzgl. vorsorglichcr Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimnumgen nimmt der Anmelder nach Resel 4.9 
Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mil Ausnahme 6er im Zusatzfeld genannten Bestimmuneen. die 
von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder erklart. daG diese zusatzlicben Bestimmuneen unter dem Vorbehalt einer 
Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablaut* von 15 Monaten ab asm Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde. nach 
Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestatigung (einschhifllich der Gebuhren) mufi beim Anmeldecmt 
innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



Usbekistar. 
Vietnam . . 
Jugoslawien 
Sudafrika . 
Simbabwe 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Aniragsformular 



BlattNr. 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 
dcr friiheren Anmeldung 



□ 

Weitere Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angegeben. 



1st die friihere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung: 
regionales Amt 



internationale Anmeldung 
An me Id earn t 



Zeile (')30.,Jan. A<im 
("30/01/1999 ) 



199 03 713.2 



Deutschland 



Zeile(2) 3v , tf cv> A ^ 
(24/H/1999) 



199 56 568.6 



Deutschland 



Zeile (3) 



Das Anmeldeamt wird ersucht, eine bcglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) 

(13= und m 



bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu ersteilen und dem internationalen Biiro zu Obermitteln (nur falls die friihere Anmeldung(en) bet 
dem Amt eingereicht worden ist(sind), das fiir die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 

* Falls es sich bei der friiheren Anmeldung um eine ARJPO-Anmeldung handelt, somufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden, der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsiibereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigenlums ist und fiir den die friihere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl tier internationalen Rechcrchenbehorde (ISA) 

(falls zwei oder mehr ah zwei internationale Recherchen- 
be horde n fiir die Ausfiihrung der internationalen Recherche 
zustandig sind, geben Sie die von Ihnen gewdhlte Behdrde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden): 

ISA/ 



Antrag auf Nutzuug dcr Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bczugnahmc auf diese 
friihere Recherche (falls eine friihere Recherche bei der internationalen Recherchenbehdrde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag . : 3 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) : 23 

Anspriiche : 

Zusammenfassung : 1 

Zeichnungen : 5 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung : . 



Blattzahl insgesarnt 



53 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 
.1. [3 Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

2. Q Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. □ BegrUndung fiir das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeleg(e), in Held Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7.. [H Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mtkroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. [x] Protokoll der Nucleoli d- und/oder Aminosauresequenzen in computed esbarer Form 

9. Q Sonstige {einzeln auffuhren): Scheck 



Abbildung der Zeichnungen, die 

mit der Zusammenfassung 
verOfTentlicht werden soil ("Nr.): 


Sprache, in der die 

internationale Anmeidung ^ 

ein sereicht wird: DeutSCh' 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANVVALTS 



Der Name Jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben.sofem sich dies nichteindeutig 
aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft 'die Person unierzeichnet. 




1. Datum des tatsachiichen 'Eingangs dieser 2,9. JSfl, 2000 f 9 Q fil DO 
internationalen Anmeldung: - \ C D* U!« W j 


i 


2: Zeichnungen 
ryi einge- 
1 *M gangen: 

| 1 nicht ein- 
1 1 ge gangen: 


3. Geandertes Eingangsdatinn aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur VervoNstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechtcn Eiimaniis der anseforderten 

Richtigstellungen nach Artikel H(2) PCX: ' . *' 


5. Internationale Rechcrchenbehorde JQ . , rrp 
(falls zwe i oder mehr zustandig sind) : la A 1 t>\ 


6. | . 1 Ubermittluim des Recherchenexemplars bis zur 
1 — J Zahlung der Kecherchengebuhr autgeschoben 




Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Biiro: 



Fonnblatt PCT/RO/I01 (letztes Blatl) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



Sie he Anmerkungen zu dies em Antragsformular 



1 



Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines vor- 
gegebenen Gens 

Die Erfindung betrifft Verfahren nach den Oberbegrif f en der 
5 Anspruche 1 und 2. Sie betrifft ferner ein Medikament und eine 
Verwendung doppelstrangiger Oligoribonukleotide sowie einen 
dafiir kodierenden Vektor. 

Ein solches Verfahren ist aus der nachverof f entlichten WO 
10 99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die Hemmung 
der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. Dazu 
ist es erf orderlich, da£ das doppelstrangige Oligoribonukleo- 
tid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange von 
mindestens 50 Basen aufweist. Zur Erzielung einer effizienten 
15 Hemmung >ist eine Lange der identischen Sequenz von 300 bis 
1000 Basenpaare erf orderlich . Der He r s t e 1 lungs au f wand eines 
solchen Oligoribonukleotids ist hoch. 

Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sinn-RNA mit beson- 
20 deren Sekundarstrukturen, wobei die Anti-Sinn-RNA in Form ei- 
nes sie kodierenden Vektors vorliegt. Bei der Anti-Sinn-RNA 
handelt es sich urn ein RNA-Molekul, das komplementar zu Berei- 
chen der mRNA ist. Durch Bindung an diese Bereiche wird eine 
Hemmung der Genexpression bewirkt . Diese Hemmung kann insbe- 
25 sondere zur Diagnose und/oder Therapie von. Erkrankungen, z.B. 
Tumorerkrankungen oder viralen Infektionen, eingesetzt werden. 
- Die Anti-Sinn-RNA mug nachteiligerweise in einer Menge in 
die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso grog wie 
die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der bekannten Anti- 
3 0 Sinn-Verf ahren ist nicht besonders hoch. 

Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das fehlge- 
paarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und biologisch aktive fehl- 
gepaarte Bruchstucke von dsRNA in Form eines ternaren Komple- 



2 



xes mit einem oberf lachenaktiven Mittel enthalt. Die dabei 
verwendete dsRNA besteht aus synthetisch hergestellten Nu- 
kleinsaureeinzelstrangen ohne definierte Basensequenz . Die 
Einzelstrange gehen nicht-regulare, sogenannte "Nicht-Watson- 
5 Crick" -Basenpaarungen miteinander ein, so da£ fehlgepaarte 
Doppelstrange gebildet werden . Die bekannte dsRNA dient zur 
Hemmung der Vermehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermehrung 
des Virus kann gehemmt werden, wenn nicht-sequenzspezif ische 
dsRNA in die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer 
10 Induktion von Interferon, wodurch die Virus vermehrung gehemmt 
werden soli. Der hemmende Effekt bzw. die Wirksamkeit dieses 
Verfahrens ist gering. 

Aus Fire, A. et.al, NATURE, Vol. 391, pp. 806 ist es bekannt, 
15 da£ dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise komplementar zu 
einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression 
dieses Gens mit einer hohen Wirksamkeit hemmt . Es wird die 
Auffassung vertreten, da£ die besondere Wirksamkeit der ver- 
wendeten dsRNA in Zellen des Fadenwurms nicht auf dem Anti- 
20 Sinn-Prinzip beruht, sondern moglicherweise auf katalytische 
Eigenschaf ten der dsRNA bzw. durch sie induzierte Enzyme zu- 
ruckzufiihren ist. - Uber die Wirksamkeit spezifischer dsRWA in 
bezug auf die Hemmung der Genexpression , insbesondere in Sau- 
gerzellen und humanen Zellen, ist in diesem Artikel nichts 
25 ausgesagt . . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
moglichst effizientes Verfahren, Medikament bzw. eine mog- 
30 lichst effiziente Verwendung zur Herstellung eines Medikaments 
angegeben werden, mit dem/der eine besonders wirksame Hemmung 
der Expression eines vorgegebenen Zielgens bewirkbar ist. 



Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 2, 37, 
38 und 74 und 75 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Anspriichen 3 bis 36, 39 bis 73 und 76 bis 112. 

5 Nach MaSgabe der verf ahrenssei tigen Erfindungen ist jeweils 
vorgesehen, da£ der zum Zielgen komplementare Bereich I hoch- 
stens 49 auf einanderf olgenden Nukleotidpaare aufweist. 

ErfindungsgemaE sind ein Oligoribonukleotid oder ein dafur ko- 
10 dierender Vektor vorgesehen. Das Oligoribonukleotid weist zu- 

mindest abschnittsweise eine definierte Nukleotidsequenz auf. 

Der definierte Abschnitt kann auf den komplementaren Bereich I 
• beschrankt sein. Es kann aber auch sein, da£ das doppelstran- 

gige Oligoribonukleotid insgesamt eine definierte Nukleotidse- 
15 quenz aufweist. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daS bereits bei einer 
Lange des komplementaren Breichs I von hochstens 49 Basenpaa- 
ren eine wirksame Hemmung der Expression des Zielgens erreicht 
20 werden kann. Entsprechende Oligoribonukleotide konnen mit ge- 
ringerem Herstellungsauf wand berei tges tellt werden. 

insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleo- 
tidpaaren induziert in Saugerzellen und humanen Zellen be- 

25 stimmte zellulare Mechanismen, z.B. die dsRNA-abhangige Pro- 
teinkinase oder das 2-5A-System. Das fuhrt zum Verschwinden 
des durch die eine definierte Sequenz aufweisende dsRNA ver- 
mittelten Interf erenzef f ektes . Dadurch wird die Proteinbiosyn- 
these in der Zelle blockiert. Insbesondere dieser Nachteil 

30 wird durch die vorliegende Erfindung beseitigt. 

Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Kettenlange in 
die Zelle bzw. in den Zellkern gegenuber langerkettigen dsRNAs 
deutlich erleichtert. 



10 



Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, da£ die dsKNA oder der 
Vektor verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somes vorliegt. Die dsIWA oder der Vektor kann gleichfalls in 
virale naturliche Kapside oder in auf chemischem oder enzyma- 
tischem Weg hergestellte kiinstliche Kapside oder davon abge- 
leitete Strukturen eingeschlossen sein. - Die vorgenannten 
Merkmal e ermoglichen ein Einschleusen der dsRNA bzw. des Vek- 
tors in vorgegebene Zielzellen. 



Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal weist die dsRNA 10 
bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare auf. Die dsRNA 
kann also langer als der zum Zielgen komplementare Bereich I 
sein. Der komplementare Bereich I kann endstandig angeordnet 
15 oder in die dsRNA eingeschaltet sein. Eine solche dsRNA bzw. 
ein zur Kodierung derselben vorgesehener Vektor konnen synthe- 
tisch bzw. enzymatisch mit gangigen Verfahren hergestellt wer- 



den . 



20 Das zu hemmende Gen wird zweckmaEigerweise in eukaryontischen 
Zellen exprimiert. Das Zielgen kann aus der folgenden Gruppe 
ausgewahlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Ent- 
wicklungsgen, Priongen. Es kann auch in pathogenen Organismen, 
vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert werden. Es kann Be- 
25 standteil eines, vorzugsweise humanpathogenen, Virus oder Vi- 
roids sein. - Das vorgeschlagene Verf ahrenmoglicht die Her- 
stellung von Mitteln zur Therapie genetisch gesteuerter Krank- 
heiten, z.B. Krebs, viraler Erkrankungen oder Morbus Alzhei- 



30 



mer . 



Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpathoge- 
nes Virus oder Viroid sein. In diesem Fall erlaubt das erfin- 
dungsgemaEe Verfahren auch die Berei tstellung von Mitteln zur 
Behandlung von Tier- oder Pf lanzenkrankhei ten . 



5 



Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist die dsRNA ab- 
schnittsweise doppelstrangig ausgebildet. Ein innerhalb der 
doppelstrangigen Struktur komplementarer Bereich II wird aus 
5 zwei separaten RNA-Einzelstrangen oder aus selbst- 
komplementaren Bereichen eines, vorzugsweise zirkular ausge- 
bildeten, topologisch geschlossenen KNTA-Einzelstrangs gebil- 
det : 

10 Die Enden der dsRNA konnen modifiziert werden, urn einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange ent- 
gegenzuwirken . Eine Dissoziation tritt insbesondere bei Ver- 
wendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Kettenlangen 
auf. Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziation kann der 

15 durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhal t des komplemen- 
taren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, 
weitere chemische Verkniipf ung/en erhoht werden. - Eine erfin- 
dungsgema£e dsRNA, deren Dissoziation verraindert ist, ' weist 
eine hohere Stabilitat gegen enzymatischen und chemischen Ab- 

20 bau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

Insbesondere bei Verwendung eines erf indungsgemaften Vektors 
kann der komplementare Bereich II aus selbstkomplementaren Be- 
reichen einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. Die Nukleo- 
25 tide sind im Schleif enbereich zwischen der doppelstrangigen 
Struktur zum Schutz vor Abbau zweckmafiigerweise chemisch modi- 
fiziert . 



Die chemische Verknupfung wird zweckmaSigerweise durch eine 
kovalente oder ionische Bindung, eine Wasserstof f bruckenbin- 
dung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- 
oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall- 
Ionenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders vor- 
teilhaften Ausgestaltungsmerkmal an mindestens einem, vorzugs- 
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weise an beiden, Ende/n des komplementaren Bereichs II herge- 
stellt werden . 

Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, da£ die chemische 
5 Verkniipfung mittels einer oder mehrerer Verbindungsgruppen ge- 
bildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly- 
(oxyphosphinicooxy-1, 3-propandiol ) - und/oder Polyethylengly- 
col-Kecten"sind. Die chemische . Verkniipfung kann auch durch in 
den komplementaren Bereichen II anstelle von Purinen benutzte 

10 Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil ist es ferner, da£ 
die chemische Verkniipfung durch in den komplementaren Berei- 
chen II eingefiihrte Azabenzoleinhei ten gebildet wird. Sie kann 
aufierdem durch in den komplementaren Bereichen II anstelle von 
Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wer- 

15 den. 

Es hat sich als zweckmaSig erwiesen, da£ zur Herstellung der 
chemischen Verkniipfung mindestens eine der folgenden Gruppen 
benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugs- 

20 weise Bis- (2-chlorethyl) -amin; N-acetyl-JXT - (p-glyoxyl- 

benzoyl) -cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. Ferner kann die 
chemische Verkniipfung durch an den Enden des doppelstrangigen 
Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden-. 
Vorzugsweise wird die chemische Verkniipfung an den Enden des 

25 doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen herge- 
stellt. 

Die chemische Verkniipfung kann zweckmaSigerweise durch ultra- 
violettes Licht induziert werden. 

30 

Die Nukleotide der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirkt 
einer Aktivierung einer von doppelstrangiger RNA abhangigen 
Proteinkinase, PKR, in der Zelle entgegen . Vorteilhaf terweise 
ist mindestens eine 2 ' -Hydroxylgruppe der Nukleotide der dsRNA 
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in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, 
vorzugsweise eine 2 '-Amino- oder eine 2 ' -Methylgruppe, er- 
setzt. Mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang des 
komplementaren Bereichs II kann auch ein sogenanntes "locked 
5 nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2 , -0 / 4 ■ -C- 
Methylenbriicke, chemisch modif izierten Zuckerring sein. Vor- 
teilhaf terweise sind mehrere Nukleotide "locked nucleotides". 

Nach einer weiteren besonders vorteilhaf ten Ausgestaltung ist 
10 vorgesehen, daS die dsRNA oder der Vektor an mindestens ein 
von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein syn- 
thetisch herges telltes virales Hiillprotein gebunden, damit as- 
soziiert oder davon umgeben wird. Das Hiillprotein kann vom Po- 
lyomavirus abgeleitet sein. Es kann das Hiillprotein das Virus- 
15 Protein 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyo- 
mavirus enthalten. Die Verwendung derartiger Hiillproteine ist 
z.B. aus der DE 19 6 18 797 Al bekannt, deren Of f enbarungsge- 
halt hiermit einbezogen wird. - Die vorgenannten Merkmale er- 
leichtert wesentlich das Einfiihren der dsRNA bzw. des Vektors 
20 in die Zelle. 

Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen 
Gebildes aus dem Hiillprotein die eine Seite zum Inneren des 
Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt . Das gebildete 
25 Konstrukt ist besonders stabil. 

Die dsRNA kann zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 
des Zielgens komplementar sein.- Die Zelle kann eine Vertebra- 
tenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

30 

Es konnen mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs oder 
mindestens ein dafiir kodierender Vektor in die Zelle einge- 
fuhrt werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zu jeweils einem von mindestens 
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zwei verschiedenen Zielgenen ist. Dadurch ist es moglich 
gleichzeitig die Expression mindestens zwei verschiedener 
Zielgene zu hemmen. Urn die Expression einer von doppelstrangi- 
ger RNA abhangigen Proteinkinase, PKR, in der Zelle zu unter- 
drucken, ist eines der Zielgene vorteilhaf terweise das PKR- 
Gen. Dadurch kann die PKR-Aktivi tat in der Zelle wirksam un- 
terdriickt werden . 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ferner ein Medikament mit min- 
destens einem Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur 
(dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens 
vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zu- 
mindest abschnittsweise komplementaren Bereich I aufweist. - 
Es hat sich uberraschend gezeigt, dafi eine solche dsRNA sich 
als Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Gens in Saugerzellen eignet. Die Hemmung wird im Vergleich zur 
Verwendung einzelstrangiger Oligoribonukleotide bereits bei 
Konzentrationen bewirkt, die urn mindestens eine GroSenordnung 
niedriger sind. Das erf indungsgemafie Medikament ist hoch wirk- 
sam. Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwarten. 

Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Medikament mit 
mindestens einem Vektor zur Kodierung mindestens eines Oligo- 
ribonukleotids mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zur Hem- 
mung der Expression eines vorgegebenen Zielgens vorgesehen, 
wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren Bereich I aufweist. - Das vorge- 
schlagene Medikament weist die vorgenannten Vorteile auf . 
Durch die Verwendung eines Vektors konnen insbesondere Her- 
stellungskosten eingespart werden. 

Nach einer besonders vorteilhaf ten Ausgestal tung weist der 
komplementare Bereich I hochstens 49 auf einanderf olgende Nu- 
kleotidpaare auf. - Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, 
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Nachfolgend werden anhand der Figuren Ausf uhrungsbeispiele der 
Erfindung naher erlautert . Es zeigen: 

Fl 9- 1 die schematische Darstellung eines Plasmids fiir 

die in vi tro-Transkription mit T7- und SP6- 
Polymerase, 

Fig. 2 rna nach Elektrophorese auf einem 8%igen Po- 

lyacrylamidgel und Ethidiumbromidf arbung, 

Fl 9- 3 eine Darstellung radioaktiver KNA-Transkripte 

nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacryla- 
midgel mit 7 M Harnstoff mittels eines "Instant 
Imagers " und 

Fig. 4 a - e Texas-Rot- und YFP-Fluoreszenz in murinen Fibro- 
blasten . 

Ausftihrungsbeispiel 1: 

2 0 Die Inhibition der Transkription wurde durch sequenzhomologe 
dsRNA in einem in vi tro-Transkriptionssystem mit einem Kern- 
extrakt aus humanen HeLa-Zellen nachgewiesen . Die DNA-Matrize 
fiir diesen Versuch war das mittels BamHI linearisierte Plasmid 
PCMV12 00. 

25 

Herstellung der Matrizenplasmide : 

Zur Verwendung bei der enzymatischen Synthese der dsRNA wurde 
das in Fig. 1 dargestellte Plasmid konstruiert. Dazu wurde 
zunachst eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit der "positi- 
30 ve control DNA" des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Tran- 
skriptionskits der Firma Promega, Madison, USA als DNA-Matrize 
durchgef uhrt . Einer der verwendeten Primer enthielt die Se- 
quenz einer EcoRI-Schni ttstelle und des T7-RNA-Polymerase- 
Promotors gemaE Sequenzprotokoll Nr. 1. Der andere Primer ent- 
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hielt die Sequenz einer BaniHI-Schnittstelle und des SP6-RNA- 
Polymerase-Promotors gemaS Sequenzprotokoll Nr. 2. Dariiber 
hinaus wiesen beide Primer an ihren 3 ' -Enden identische bzw. 
komplementare Bereiche zur DNA-Matrize auf . Die PCR wurde mit- 
5 tels des "Taqr PCR Core Kits" der Firma Qiagen, Hilden, 
Deutschland nach Herstellerangaben durchgef uhrt . In einem Vo- 
lumen von 100 fxl wurden 1,5 mM MgCl 2 , je 200 mM dNTP , je 0,5 
MM Primer, 2,5 U Tag-DNA- Polymerase und etwa 100 ng "positive 
control DNA" als Matrize in PCR-Puffer eingesetzt. Nach der 
10 anfanglichen Denaturierung der Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 
94°C fur 5 Minuten erfolgte die Amplif ikation in 30 Zyklen von 
je 60 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 60 Sekunden Annealing 
bei 5°C unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der Primer 
und 1,5-2 Minuten Polymerisation bei 72 °C. Nach einer 
15 SchluSpolymerisation von 5 Minuten bei 72 °C wurden 5 fxl des 
Reaktionsansatzes durch Agarosegelelektrophorese analysiert . 
Die Lange des so amplif izierten DNA-Fragmentes betrug 400 Ba- 
senpaare, wobei 340 Basenpaare der "positive control DNA" ent- 
sprachen. Das PCR-Produkt wurde auf gereinigt , mit EcoRI und 
2 0 BairiHl hydrolysiert und nach erneuter Aufreinigung zur Ligation 
mit einem ebenfalls durch EcoRI und BairiHl hydrolysierten pUC18 
Vektor eingesetzt. Es erfolgte Transformation von E. coli XL1- 
blue. Das erhaltene Plasmid (pCMV5) tragt ein DNA-Fragment , 
das am 5'-Ende von dem T7- und am 3 '-Ende von dem SP6-Promotor 
25 flankiert wird. Durch Linearisierung des Plasmids mit Bamtil 
kann es in vitro mit der T7~RNA-Polymerase zur run-off- 
Transkription einer 340 Nukleotide langen, in Sequenzprotokoll 
Nr. 3 dargestellten, einzelstrangigen RNA eingesetzt werden . 
Wird das Plasmid mit JScoRI linearisiert , kann es zur run-off- 
30 Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase eingesetzt werden, 
wobei der komplementare Strang entsteht. Entsprechend dem zu- 
vor dargestellten Verfahren wurde auch eine 23 Nukleotide lan- 
gere RNA synthetisiert . Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll 
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Nr. 4 dargestellte DNA uber die EcoRI und BamHI-Schni ttstellen 
mit dem pUC18 Vektor ligiert. 

Als DNA-Matrize fur die in vitro-Transkription mit HeLa- 
Kernextrakt wurde das Plasmid pCMV12 00 konstruiert. Dazu wurde 
ein 1191 bp groSes EcoRI /BamHI-Fragment der im HeLaScribe® 
Nuclear Extract in vitro Transkriptionski t enthaltenen Posi- 
tivkontroll-DNA mittels PCR amplif iziert . Das amplif izierte 
Fragment umfaSt den 828 bp groSen "unmi ttelbar fruhen" CMV- 
Promotor und ein 363 bp groSes transkribierbares DNA- Fragment . 
Das PCR-Produkt wurde liber "T-Uberhang" -Ligation mit dem Vek- 
tor pGEM-T ligiert. Am 5 ' -Ende des Fragments ist eine BamHI- 
Schnittstelle . Das Plasmid wurde durch Hydrolyse mit BamHI li- 
nearisiert und als Matrize zur run-off -Transkription einge- 
15 setzt. 

in vitro-Transkription der komplementaren Einzelstrange : 
pCMV5- Plasmid- DNA wurde mit EcoRI bzw. BamHI linearisiert . Sie 
wurde als DNA-Matrize fur eine in vitro-Transkription der kom- 
plementaren RNA-Einzelstrange mit SP6- bzw. T7-RNA- Polymerase 
verwendet. Dazu wurde das "Riboprobe in vitro Transcription" 
System der Firma Promega, Madison, USA eingesetzt. Nach Her- 
stellerangaben wurden 2 ng linearisierte Plasmid-DNA in 100 til 
Transkriptionspuf fer und 40 U T7- oder SP6-RNA- Polymerase 5 - 
25 6 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieSend wurde die DNA- 
Matrize durch Zugabe von 2,5 ^1 RNase-freier DNase RQ1 und In- 
kubation fur 30 Minuten bei 37°C abgebaut . Der Transkriptions- 
ansatz wurde mit H 2 0 auf 3 00 ^1 aufgefiillt und durch Phenolex- 
traktion gereinigt . Die RNA wurde durch Zugabe von 150 nl 1 M 
30 Ammoniumacatat und 1125 ixl Ethanol gefallt und bis zur Hybri- 
disierung bei -65°C auf bewahrt . 



20 



Herstellung der RNA-Doppel st range : 
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Zur Hybridisierung wurden 500 /il der in Ethanol aufbewahrten 
und gefallten einzelstrangigen RNA abzentrif ugiert . Das resul- 
tierende Pellet wurde getrocknet und in 30 ill PIPES-Puf f er , pH 
6,4 in Gegenwart von 80 % Formamid, 400 mM NaCl und 1 mM EDTA 
aufgenommen. Jeweils 15 ill der komplementaren Einzelstrange 
wurden zusammengegeben und fur 10 Minuten auf 85°C erhitzt. 
Anschliefiend wurden die Ansatze bei 50°C iiber Nacht inkubiert 
und auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

Bei der Hybridisierung wurden nur annahernd aquimolare Mengen 
der beiden Einzelstrange eingesetzt. Dadurch enthielten die 
dsRNA-Praparationen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontamina- 
tion. Urn diese ssRNA-Kontaminationen zu entfernen, wurden die 
Ansatze nach der Hybridisierung mit den einzelstrangspezif i~ 
schen Ribonukleasen RNase A aus Rinderpankreas und RNase Tl 
aus Aspergillus oryzae behandelt. RNase A ist eine fur Pyrimi- 
dine spezifische Endoribonuklease . RNase Tl ist eine Endoribo- 
nuklease, die bevorzugt auf der 3'-Seite von Guanosinen 
schneidet. dsRNA ist kein Substrat fur diese Ribonukleasen. 
Fur die RNase-Behandlung wurde zu den Ansatzen in 300 ill Tris, 
pH 7,4, 3 00 mM NaCl und 5 mM EDTA 1,2 ill RNaseA in einer Kon- 
zentration von 10 mg/ml und 2 fil RNaseTl in einer Konzentrati- 
on von 290 Mg/ml zugegeben. Die Ansatze wurden 1,5 Stunden bei 
30°C inkubiert. Danach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 ill 
Proteinase K in einer Konzentration von 2 0 mg/ml sowie 10 til 
20%iges SDS und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C denatu- 
riert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt und 
mit Ethanol gefallt. Urn die Vollstandigkei t des RNase-Verdaus 
uberprufen zu konnen, wurden zwei Kontrollansatze mit ssRNA 
analog zu den Hybridisierungsansatzen behandelt. 

Das getrocknete Pellet wurde in 15 ill TE-Puffer, pH 6,5 aufge- 
nommen und auf einem 8%igen Gel einer nativen Polyacrylamidge- 
lelektrophorese unterzogen. Das Acrylamidgel wurde anschlie- 
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Send in einer Ethidiumbromidlosung gefarbt und in einem Was- 
serbad gespult. Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transilluminator 
sichtbar gemachte RNA. Die auf Spur 1 aufgetragene sense- und 
die auf Spur 2 aufgetragene an tisense-RNA zeigten unter den 
gewahlten Bedingungen ein anderes Lauf verhalten als die auf 
Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridisierungsansatzes . Die auf 
den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw 
antisense-RNA erzeugte keine sichtbare Bande . Dies zeigt, da£ 
die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurden. Die auf 
Spur 6 aufgetragene RNase-behandelte dsRNA des Hybridisie- 
rungsansatzes ist resistent gegenuber der RNase-Behandlung . 
Die im nativen Gel im Vergleich zu der auf Spur 3 aufgetrage- 
nen dsRNA schneller wandernde Bande resultiert aus dsRNA, die 
frei von ssRNA ist. Neben der dominierenden Hauptbande. treten 
nach der RNase-Behandlung schwachere, schneller wandernde Ban- 
den auf . 

in vitro-Transkriptions-Test mit menschlichem Zellkernextrakt : 
Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro 
. Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, USA wurde die 
Transkriptionsef f izienz des oben angegebenen, im Plasmid 
PCMV12 00 enthaltenen, zur "positive control DNA " homologen 
DNA-Fragments in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA 
(dsRNA-CMV5) bestimmt. AuSerdem wurde der EinfluE der nicht- 
sequenzhomologen, dem "Gelb f luoreszierenden Protein" ( YFP ) - 
Gen entsprechenden dsRMA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRNA 
war analog zur sequenzhomologen dsRNA hergestellt worden. Die 
Sequenz eines Stranges dieser dsRNA ist Sequenzprotokoll Nr. 5 
zu entnehmen. Als Matrize fur die run-of jf-Transkription diente 
das Plasmid pCMV1200. Es tragt den " unmi ttelbar friihen" Promo- 
tor des Cytomegalievirus, der von der eukaryotischen RNA- 
Polymerase II erkannt wird, und ein transkribierbares DNA- 
Fragment. Die Transkription erfolgte mittels des HeLa- 
Kernextrakts, der alle notwendigen Proteine fur eine Tran- 
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skription enthalt. Durch Zugabe von [.- 32 P]rGTP zum Transkrip- 
tionsansatz wurde radioaktiv markiertes Transkript erhalten. 
Das verwendete [.- 32 P]rGTP hatte eine spezifische Aktivitat 
von 400 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCl 2 , je 
5 400 MM rATP, rCTP, rUTP, 16 m rGTP, 0,4 txM [.- 32 P]rGTP und je 
nach Versuch 1 fmol linearisierte Plasmid-DNA und verschiedene 
Mengen an dsRNA in Transkriptionspuf f er eingesetzt. Jeder An- 
satz wurde mit H 2 0 auf ein Volumen von 8,5 fxl aufgefullt. Die 
Ansatze wurden vorsichtig gemischt. Zum Starten der Transkrip- 
10 tion wurden 4 U HeLa-Kernextrakt in einem Volumen von 4 ixl zu- 
gegeben und fur 60 Minuten bei 3 0°C inkubiert. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 87,5 nl auf 30°C erwarmten Stopp-Mix 
beendet. Zur Entfernung der Proteine wurden die Ansatze mit 
100 Ail Phenol /Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1, v/v/v) , ge- 
15 sattigt mit TE-Puffer, pH 5,0, versetzt und 1 Minute kraftig 
gemischt. Zur Phasentrennung wurde etwa 1 Minute bei 12000 rpm 
zentrifugiert und die obere Phase in ein neues Reaktionsgef a£ 
iiber f uhrt . Zu jedem Ansatz wurden 25 0 fxl Ethanol zugegeben . 
Die Ansatze wurden gut gemischt und fur mindestens 15 Minuten 
2 0 auf Trockeneis/Methanol inkubiert. Zur Prazipi tation der RNA 
wurden die Ansatze 20 Minuten bei 12 000 rpm und 4°C zentrifu- 
giert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde 
15 Minuten im Vakuum getrocknet und in 10 n± H 2 0 resuspen- 
diert. Zu jedem Ansatz wurden 10 ixl denaturierender Probenpuf- 
2 5 fer zugegeben. Die Trennung des freien GTP vom entstandenen 
Transkript erfolgte mittels denaturierender Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese auf einem 8%igen Gel mit 7 M Harnstoff. Die 
bei der Transkription mit HeLa-Kernextrakt gebildeten RNA- 
Transkripte in denaturierendem Probenpuffer wurden fur 10 Mi- 
30 nuten auf 90°C erhitzt und 10 /xl davon sofort in die frisch 
gespulten Probentaschen aufgetragen. Die Elektrophorese er- 
folgte bei 40 mA. Die Menge der bei der Transkription gebilde- 
ten radioaktiven ssRNA wurde nach der Elektrophorese mit Hilfe 
eines Instant Imager analysiert. 



Fig. 3 zeigt die mittels des Instant Imagers dargestellte ra- 
dioaktive RNA aus einem reprasentativen Tests. Es wurden aus 
folgenden Transkriptionsansatzen gewonne Proben aufgetragen: 



Spur 


1 : 


ohne Matrizen-DNA, 


ohne dsRWA; 


Spur 


2 : 


50 


ng Matrizen-DNA, 


ohne dsRNA; 


Spur 


3 : 


50 


ng Matrizen-DNA, 


0,5 dsRNA-YFP; 


Spur 


4: 


50 


ng Matrizen-DNA, 


1,5 Mg dsRNA-YFP; 


Spur 


5 : 


50 


ng Matrizen-DNA, 


3 tig dsRNA-YFP; 


Spur 


6: 


50 


ng Matrizen-DNA, 


5 [ig dsRNA-YFP; 


Spur 


7 : 


ohne Matrizen-DNA, 


1,5 dsRNA-YFP; 


Spur 


8: 


50 


ng Matrizen-DNA, 


ohne dsRNA; 


Spur 


9: 


50 


ng Matrizen-DNA, 


0,5 ^g dsRNA-CMV5; 


Spur 


10: 


50 


ng Matrizen-DNA, 


1,5 Mg dsRNA-CMV5; 


Spur 


11: 


50 


ng Matrizen-DNA, 


3 /ig dsRNA-CMV5; 


Spur 


12 : 


50 


ng Matrizen-DNA, 


5 Mg dsRNA-CMV5; 



Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Menge an Tran- 
script in Gegenwart von sequenzhomologer dsRNA im Vergleich 
zum Kontrollansatz ohne dsRNA sowie auch zu den Ansatzen mit 
nicht-sequenzhomologer dsRNA-YFP. Die Posi tivkontrolle in 
Spur 2 zeigt, date bei der in vi tro-Transkription mit HeLa- 
Kernextrakt radioaktives Transkript gebildet wurde. Der Ansatz 
dient zum Vergleich mit den Transkriptionsansatzen, die in Ge- 
genwart von dsRNA inkubiert worden waren, Die Spuren 3 bis 6 
zeigen, daS die Zugabe von nicht-sequenzspezif ischer dsRNA-YFP 
keinen Einflufi auf die Menge des gebildeten Transkripts hat. 
Die Spuren 9 bis 12 zeigen, da£ die Zugabe einer zwischen 1,5 
und 3 \xg liegenden Menge sequenzspezif ischer dsRNA-CMV5 zu ei- 
ner Abnahme der gebildeten Transkript-Menge f uhrt . Um auszu- 
schlieSen, da£ die beobachteten Effekte nicht auf der dsRNA, 
sondern auf einer moglicherweise bei der Herstellung der dsRNA 
unabsichtlich mitgefiihrten Kontamination beruhen, wurde eine 
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weitere Kontrolle durchgef uhrt . Einzelstrang-RNA wurde wie 
oben beschrieben transkribiert und anschlieSend der RNase- 
Behandlung unterzogen. Mittels nativer Polyacrylamidgelelek- 
trophorese konnte gezeigt werden, daS die ssRNA vollstandig 
5 abgebaut worden war. Dieser Ansatz wurde wie die Hybridisie- 
rungsansatze einer Phenolextraktion und einer Ethanolf allung 
unterzogen und anschlieSend in TE-Puffer aufgenommen. Auf die- 
se Weise wurde eine Probe erhalten, die keine RNA enthielt, 
aber mit den gleichen Enzymen und Puffern behandelt worden war 

10 wie die dsRNA. Spur 8 zeigt, daS der Zusatz dieser Probe kei- 
nen EinfluS auf die Transkription hatte. Die Abnahme des Tran- 
scripts bei Zugabe sequenzspezif ischer dsRNA kann deshalb ein- 
deutig der dsRJNIA selbst zugeschrieben werden . Die Reduzierung 
der Transkript-Menge eines Gens in Gegenwart von dsRNA bei ei- 

15 nem menschlichen Transkriptionssys tern zeigt eine Hemmung der 
Expression des entsprechenden Gens an. Dieser Effekt ist auf 
einen neuartigen, durch die dsRNA bedingten Mechanismus zu- 
riickzuf uhren . 



2 0 Ausfiihrungsbei spiel 2: 

Als Testsystem fur diese in vivo-Experimente diente die murine 
Fibroblasten-Zellinie NIH3T3, ATCC CRL-1658. Mit Hilfe der Mi- 
kroinjektion wurde das YFP-Gen in die Zellkerne eingebracht . 
Die Expression des YFP wurde unter dem EinfluS gleichzeitig 
25 mittransf izierter sequenzhomologer dsRNA untersucht . Diese 
dsRNA-YFP ist liber eine Lange von 315 bp zum 5'-Bereich des 
YFP~Gens homolog. Die Nukleotidsequenz eines Strangs der 
dsRNA-YFP ist in Sequenzprotokoll Nr. 5 wiedergegeben . Die 
Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte 3 Stunden 

3 0 nach Injektion anhand der grun-gelben Fluoreszenz des gebilde- 

ten YFP. 
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Konstruktion des Matrizenplasmids und Herstellung der dsRNA : 
Als Matrize fur die Herstellung der YFP-dsRJNJA mittels T7- und 
SP6-in vi tro-Transkription wurde ein Plasmid nach dem gleichen 
Prinzip wie im Ausf lihrungsbeispiel 1 beschrieben konstruiert. 
Das gewunschte Genfragment wurde unter Verwendung des Primers 
£co_T7_YFP gemaS Sequenzprotokoll Nr. 6 und Bam_SP6_YFP gemaS 
Sequenzprotokoll Nr. 7 mittels PCR amplifiziert und analog zu 
der obigen Beschreibung zur Herstellung der dsRNA verwendet . 
Die erhaltene dsRNA-YFP ist identisch. mit der in Ausfiihrungs- 
beispiel 1 als nicht-sequenzspezif ische Kontrolle verwendeten 
dsRNA. 

Es wurde eine am 3'-Ende der RNA gema£ Sequenzprotokoll Nr. 8 
liber eine C18-Linkergruppe chemisch mit dem 5 "-Ende der kom- 
plementaren RNA verknupfte dsRNA (L-dsRNA) hergestellt. Dazu 
wurden mit Disulf id-Brucken modifizierte Synthone verwendet. 
Das 3'-terminale Synthon ist uber den 3 ' -Kohlenstof f mit einer 
aliphatischen Linker-Gruppe iiber eine Disulf idbriicke an den 
festen Trager gebunden . Bei dem zum 3 terminalen Synthon des 
einen Oligoribonukleotids komplementaren 5 ' -terminalen Synthon 
des komplementaren Oligoribonukleotids ist die 5'- 
Tritylschutzgruppe liber einen weiteren aliphatischen Linker 
und eine Disulf idbriicke gebunden. Nach Synthese der beiden 
Einzelstrange, Entfernen der Schutzgruppen und Hybridisierung 
der komplementaren Oligoribonukleotide gelangen die entstehen- 
den Thiolgruppen in raumliche Nachbarschaf t zueinander. Durch 
Oxidation werden die Einzelstrange liber ihre aliphatischen 
Linker und eine Disulf idbriicke miteinander verknupft. An- 
schliefiend erfolgt Reinigung mit Hilfe der HPLC . 

Vorbereitung der Zellkul turen : 

Die Zellen wurden in DMEM mit 4,5 g/1 Glucose, 10 % fotalem 
Rinderserum unter 7,5 % C0 2 -Atmosphare bei 37°C in Kulturscha- 
len inkubiert und vor Erreichen der Konfluenz passagiert. Das 
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Ablosen der Zellen erfolgte mit Trypsin/EDTA . Zur Vorbereitung 
der Mikroinjektion wurden die Zellen in Petrischalen iiberfiihrt 
und bis zu Bildung von Mikrokolonien weiter inkubiert. 

5 Mikroin j ektion : 

Die Kulturschalen wurde zur Mikroinjektion fur ca. 10 Minuten 
aus dem Inkubator genommen . Es wurde in ca. 50 Zellkerne pro 
Ansatz innerhalb eines markierten Bereichs unter Verwendung 
des Mikroin jektionssystems AIS der Firma Carl Zeiss, Gottin- 

10 gen, Deutschland einzeln injiziert. AnschlieSend wurden die 
Zellen weitere drei Stunden inkubiert. Fur die Mikroinjektion 
wurden Borosilikat-Glaskapillaren der Firma Hilgenberg GmbH, 
Malsfeld, Deutschland mit einem Spi tzendurchmesser unter 0,5 
Mm vorbereitet. Die Mikroinjektion wurde mit einem Mikromani- 

15 pulator der Firma Narishige Scientific Instrument Lab., 
Tokyo, Japan durchgef uhrt . Die Inj ektionsdauer betrug 0,8 Se- 
kunden, der Druck ca . 100 hPa. Fur die Transf ektion wurde das 
Plasmid pCDNA-YFP verwendet, das ein ca. 800 bp groiles 
BairiHI/ EcoRl- Fragment mit dem Gen des YFP im Vektor pcDNA3 ent- 

20 halt. Die in die Zellkerne injizierten Proben enthielten 0,01 
Mg/Ml pCDNA-YFP sowie an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot 
in 14 mM NaCl, 3 mM KC1, 10 mM KP0 4 , pH 7,5. Zusatzlich wurden 
ca. 100 pi RNA mit einer Konzentration von 1 ^M, bzw. 375 /xM 
im Fall der L-dsRNA, zugegeben. 

25 

Die Zellen wurden bei Anregung mit Licht der Anregungswellen- 
lange von Texas-Rot, 568 nm, bzw. von YFP, 488 nm, mittels ei- 
nes Fluoreszenzmikroskops untersucht. Einzelne Zellen wurden 
mittels einer digitalen Kamera dokumentiert . Die Figuren 4a- 
30 e zeigen das Ergebnis fur NIH3T3-Zellen . Bei den in Fig. 4 a 
gezeigten Zellen ist sense- YFP-ssRNA, in Fig. 4 b antisense- 
YFP-ssRNA, in Fig. 4 c dsRNA-YFP, in Fig. 4 d keine RNA und in 
Fig. 4 e L-dsRNA injiziert worden. 
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Das jeweils linke Feld zeigt die Fluoreszenz von Zellen, die 
mit 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die Fluoreszenz dersel- 
ben Zellen bei Anregung mit 488 nm zu sehen. Die Texas-Rot- 
Fluoreszenz aller dargestellten Zellen zeigt, da£ die Injekti- 
5 onslosung erfolgreich in die Zellkerne appliziert wurde und 
getroffene Zellen nach drei Stunden noch lebendig waren. Abge- 
storbene Zellen zeigten keine Texas-Rot-Fluoreszenz mehr. 

Die jeweils rechten Felder der Figuren 4 a und 4 b zeigen, daS 
10 die Expression des YFP bei Injektion der einzelstrangigen RNA 
in die Zellkerne nicht sichtbar inhibiert wurde. Das rechte 
Feld der Fig. 4 c zeigt Zellen, deren YFP-Fluoreszenz nach In- 
jektion von ds RNA- YFP nicht mehr nachweisbar war. Fig. 4 d 
zeigt als Kontrolle Zellen, in die keine RNA injiziert worden 
15 war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zelle zeigt durch die Injek- 
tion der L-dsRNA, die zum YFP-Gen sequenzhomologe Bereiche 
aufweist, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreszenz. Dieses 
Ergebnis belegt, dafi auch kiirzere dsRNAs zur spezifischen In- 
hibition der Genexpression bei Saugern verwendet werden kon- 
20 nen, wenn die Doppelstrange durch chemische Verknupfung der 
Einzelstrange stabilisiert werden. 
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<130> 400968 

<140> 
<141> 

<150> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 

<150> 199 56 568.6 
<151> 1999-11-24 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

EcoRI-Schnitts telle, T7 -RNA-Polymerasepromotor 

<400> 1 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 

<210> 2 
<211> 50 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : 

BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Polyinerasepromotor 

5 <400> 2 

gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 50 



<210> 3 
10 <211> 340 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

15 <223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: RNA, die 

einer Sequenz aus der "positive control DNA" des 
HeLaScribe Nuclear Extract in vitro 
Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 

20 <400> 3 

ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu uaaauugcua acgcagucag 6 0 

gcaccgugua ugaaaucuaa caaugcgcuc aucgucaucc ucggcaccgu cacccuggau 12 0 

gcuguaggca uaggcuuggu uaugccggua cugccgggcc ucuugcggga uaucguccau 180 

uccgacagca ucgccaguca cuauggcgug cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaauuu 2 40 

2 5 cuaugcgcac ccguucucgg agcacugucc gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 3 00 

gcuucgcuac uuggagccac uaucgacuac gcgaucaugg 340 



<210> 4 
30 <211> 363 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

3 5 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA, die 

einer Sequenz aus der "positive control DNA" des 
HeLaScribe Nuclear Extract in vitro 
Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 
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<400> 4 

tcagatctct agaagcttta atgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagtcag 60 
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gcaccgtgta tgaaatctaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
gctgtaggca taggcttggt tatgccggta ctgccgggcc tcttgcggga tatcgtccat 180 
tccgacagca tcgccagtca ctatggcgtg ctgctagcgc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc gaccgctttg gccgccgccc agtcctgctc 300 
gcttcgctac ttggagccac tatcgactac gcgatcatgg cgaccacacc cgtcctgtgg 3 60 
ate 363 



<210> 5 
10 <211> 315 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

15 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz aus 
dem YFP-Gen 

<400> 5 

auggugagca agggegagga gcuguucacc gggguggugc ccauccuggu cgagcuggac 60 

2 0 ggcgacguaa acggccacaa guucagcgug uceggegagg gegagggega ugccaccuac 12 0 

ggcaagcuga cccugaaguu caucugcacc accggcaagc ugcccgugcc cuggcccacc 180 
cucgugacca cccugaccua eggegugcag ugcuucagcc gcuaccccga ccacaugaag 24 0 
cagcacgacu ucuueaague cgccaugccc gaaggcuacg uccaggagcg caccaucuuc 300 
uucaaggacg aegge 315 

25 

<210> 6 
<211> 52 
<212> DNA 

3 0 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

EcoRI-Schnitts telle, T7-RNA-Polymerasepromotor , 
3 5 komplementarer Bereich zum YFP-Gen 

<400> 6 

ggaattctaa tacgactcac tatagggega atggtgagca agggegagga gc 52 
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<210> 7 
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<211> 53 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



5 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

BamHI -Sennit ts telle, SP6-RNA-Polymerasepromotor , 
komplementarer Bereich zum YFP-Gen 

10 <400> 7 

gggatccatt taggtgacac tatagaatac gccgtcgtcc ttgaagaaga tgg 53 



<210> 8 
15 <211> 21 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

2 0 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RNA, die 
einer Sequenz aus dem YFP-Gen entspricht 

<400> 8 

ucgagcugga cggcgacgua a 21 

25 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in einer Zelle, wobei ein Oligoribonukleotid mit 
doppelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle eingefuhrt 
wird, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumin- 
dest abschnittsweise komplementaren Bereich I aufweist., 
dadurch gekennzeichnet , daS der zum Zielgen komplementare 
Bereich I hochstens 49 auf einanderf olgende Nukleotidpaare 
aufweist. 

2. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in einer Zelle, wobei ein Vektor zur Kodierung 
mindestens eines Oligoribonukleotids mit doppelstrangiger 
Struktur (dsRNA) in die Zelle eingefiihrt wird, wobei ein 
Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschnitts- 
weise komplementaren Bereich 1 aufweist, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ der zum Zielgen komplementare Bereich I 
hochstens .49 auf einanderf olgende Nukleotidpaare aufweist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA oder 
der Vektor in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somes eingeschlossen wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA oder der Vektor in virale naturliche Kapside 
oder in auf chemischem oder enzymatischem Weg hergestell- 
te kimstliche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen 
eingeschlossen wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
aufweist . 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: On- 

kogen , Cy tokin-Gen , Id-Protein-Gen , Entwicklungsgen , 
Priongen . 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in 

£lJ Plasmodien, exprimiert wird. 

9 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

15 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus ein humanpa- 
thogenes Virus oder Viroid ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus oder Viroid 
20 ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA abschni ttsweise doppelstrangig ausgebildet ist. 

2 5 13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ein jLnnerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementa- 
rer Bereich II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen oder 
aus selbstkomplementaren Bereichen eines, vorzugsweise 
zirkular ausgebildeten, topologisch geschlossenen RNA- 
30 Einzelstrangs gebildet wird. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der komplementare Bereich II aus selbstkomplementaren Be- 
reichen einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleotide im Schleif enbereich zwischen der doppel- 
strangigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifi- 
ziert sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Enden der dsRNA modif iziert werden, um einem Abbau in 
der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange 
entgegenzuwirken . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des 
komplementaren Bereichs II durch mindestens eine, vor- 
zugsweise zwei, weitere chemische Verkniipfung /en erhoht 
wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
die chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder ioni- 
sche Bindung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hydrophobe 
Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stape- 
lungswechselwirkungen, oder durch Metall- 

Ionenkoordination gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs II 
hergestellt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungs- 
gruppen vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3- 

propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch in den komplementaren Be- 
reichen II anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga 
gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch in den komplementaren Be- 
reichen II eingefiihrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche; wobei 
die chemische Verkniipfung durch in den komplementaren Be- 
reichen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte 
Nukleotidanaloga gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Herstellung der chemischen Verkntipfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; 
bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlorethyl) - 
amin; N-acetyl-N" - (p-glyoxyl-benzoyl ) -cystamin; 4- 

Thiouracil; Psoralen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch an den Enden des doppel- 
strangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl -Gruppen 
gebildet wird. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung an den Enden des doppelstrangi- 
gen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt 
wird . 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
mindestens eine 2 ' -Hydroxylgruppe der Nukleotide der 



dsRNA in dem komplementaren Bereich II durch eine chemi- 
sche Gruppe, vorzugsweise eine 2 '-Amino- oder eine 2'- 
Methylgruppe, ersetzt ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang des 
komplementaren Bereichs II ein "locked nucleotide" mit 
einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4 ' -C-Methylenbrucke, 
chemisch modif izierten Zuckerring ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA oder der Vektor, an mindestens ein von einem Vi- 
rus stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch 
hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assozi- 
iert oder davon umgeben wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus 
dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids 
oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 
des Zielgens komplementar ist. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs oder min- 
destens ein dafiir kodierender Vektor in die Zelle einge- 
fuhrt werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zu jeweils einem von minde- 
stens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche ,. wobei 
eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

Medikament mit mindestens einem Oligoribonukleotid mit 
doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expres- 
sion eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschni ttsweise komple- 
mentaren Bereich I aufweist. 

Medikament mit mindestens einem Vektor zur Kodierung min- 
destens eines Oligoribonukleotids mit doppelstrangiger 
Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorge- 
gebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum 
Zielgen zumindest abschnittsweise komplementar en Bereich 
I aufweist. 

Medikament nach Anspruch 37 oder 38, wobei die dsRNA oder 
der Vektor verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise 
in Liposomen, vorliegt. 

Medikament nach Anspruch 37 oder 38, wobei die dsRNA oder 
der Vektor in virale naturliche Kapside oder in auf che- 
mischem oder enzymatischem Weg hergestellte kunstliche 



Kapside oder davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen 
ist . 

Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 40, wobei 
dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
aufweist . 

Medikament nach einem der Anspruche 3 7 bis 41, wobei das 
Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 42, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

Medikament nach einem der Anspruche 3 7 bis 43, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmo- 
dien, exprimierbar ist. 

Medikament nach , einem der Anspruche 37 bis 44, wobei das 
Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

Medikament nach Anspruch 45, wobei das Virus ein humanpa- 
thogenes Virus oder Viroid ist. 

Medikament nach Anspruch 45, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 47, wobei die 
dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 48, wobei der 
komplementare Bereich I hochstens 49 auf einanderf olgende 
Nukleotidpaare aufweist. 
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50. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 49, wobei ein 
innerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementarer 
Bereich II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen oder aus 
selbstkomplementaren Bereichen eines, vorzugsweise zirku- 

5 lar ausgebildeten, topologisch geschlossenen, RNA- 

Einzelstrangs gebildet ist. 

51. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 50, wobei der 
komplementare Bereich II aus s e lb s tkomp 1 emeat-ar en Berei- 

10 chen einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet ist. 

52. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 51, wobei die 
Nukleotide im Schleif enbereich zwischen der doppelstran- 
gigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifiziert 

15 ist. 

53. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 52, wobei die 
Enden der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau in der 
Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entge- 

2 0 genzuwirken. 

54. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 53, wobei der 
durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des kom- 
plementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugs- 

2 5 weise zwei, weitere chemische Verknupf ung/en erhoht ist. 

55. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 54, wobei die 
chemische Verkniipfung durch eine kovale nte oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f briickenbindung, hydrophobe Wech- 

3 0 selwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stape- 

lungswechselwirkungen, oder durch Metall-Ionenko- 
ordination gebildet ist. 
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56. Medikament nach einem der Anspriiche 37 bis 55, wobei die 
chemische Verkniipfung an mindestens einem, vorzugsweise 
an beiden, Enden des komplementaren Bereichs II herge- 
stellt ist. 

5 

57. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 56, wobei die 
chemische Verkniipfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen 
vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3-propandiol) - 

10 und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

58. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 57, wobei die 
chemische Verkniipfung durch in den komplementaren Berei- 
chen II anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebil- 

15 det ist. 

59. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 58, wobei die 
chemische Verkniipfung durch in die komplementaren Berei- 
che II eingeschaltete Azabenzoleinhei ten gebildet ist. 

20 

60. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 59, wobei die 
chemische Verkniipfung durch in den komplementaren Berei- 

b chen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nu- 

kleotidanaloga gebildet ist. 

25 

61. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 60, wobei zur 
Herstellung der chemischen Verkniipfung mindestenes eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau ; bifunk- 
tionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlorethyl ) -amin; 

3 0 N-acetyl-N N - (p-glyoxyl-benzoyl ) -cystamin; 4-Thiouracil ; 

Psoralen . 

62. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 61, wobei die 
chemische Verkniipfung durch an den Enden des doppelstran- 



37 



gigen Bereichs vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebil- 
det ist. 

63. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 62, wobei die 
5 chemische Verkmipfung an den Enden des doppelstrangigen 

Bereichs vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

64. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 63, wobei min- 
destens eine 2 '-Hydroxy Igruppe der Nukleotide der dsRNA 

10 in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische 

Gruppe, vorzugsweise eine 2 '-Amino- oder eine 2'- 
Methylgruppe, ersetzt ist. 

65. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 64, wobei min- 
15 destens ein Nukleotid in mindestens einem Strang des kom- 
plementaren Bereichs II ein "locked nucleotide" mit ei- 
nem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4 ' -C-Methylenbriicke, 
chemisch modif izierten Zuckerring ist. 

2 0 66. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 65, wobei die 

dsRNA oder der Vektor an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch her- 
gestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert 
oder davon umgeben ist. 

25 

67. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 66, wobei das 
Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

68. Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 67, wobei das 

3 0 Hullprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/oder das Virus- 

Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 



69. 



Medikament nach einem der Anspruche 37 bis 68, wobei bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
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Hiillprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder 
kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

Medikament nach einem der Anspriiche 37 bis 69, wobei die 
dsRNA zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript des 
Zielgens komplementar ist. 

Medikament nach einem der Anspriiche 3 7 bis 70, wobei die 
Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 
ist . 

Medikament nach einem der Anspriiche 3 7 bis 71, wobei dar- 
in mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs oder 
mindestens ein dafiir kodierender Vektor enthalten sind, 
wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschni ttsweise 
komplementar zu jeweils einem von mindestens zwei ver- 
schiedenen Zielgenen ist. 

Medikament nach Anspruch 72, wobei eines der Zielgene das 
PKR-Gen ist. 

Verwendung eines Oligoribonukleotids mit doppelstrangiger 
Struktur (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei 
ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplementar en Bereich I aufweist. 

Verwendung eines Vektors zur Kodierung mindestens eines 
Oligoribonukleotids mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) 
zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der Expres- 
sion eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA einen zu diesem Zielgen zumindest abschni ttsweise 
komplementaren Bereich I aufweist. 
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76. Verwendung nach Anspruch 7 4 oder 75, wobei die dsRNA oder 
der Vektor verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise 
in Liposomen, vorliegt. 

5 77. Verwendung nach Anspruch 74 oder 75, wobei die dsRNA oder 
der Vektor in virale natlirliche Kapside oder in auf che- 
mischem oder enzymatischem Weg hergestellte klinstliche 
Kapside oder davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen 
ist . 



10 



78 



Verwendung nach einem der Ansprliche 74 bis 77, wobei 
dsRJSTA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
aufweist . 

15 79. Verwendung nach einem der Ansprliche 74 bis 78, wobei das 
Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

80. Verwendung nach einem der Ansprliche 74 bis 79, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen . 

81. Verwendung nach einem der Ansprliche 74 bis 80, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmo- 
dien, exprimierbar ist. 



20 



25 



82 



Verwendung nach einem der Ansprliche 74 bis 81, wobei das 
Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 



83. Verwendung nach Anspruch 82, wobei das Virus ein humanpa- 
30 thogenes Virus oder Viroid ist. 

84. Verwendung nach Anspruch 82, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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85. Verwendung nach einem der Anspruche 7 4 bis 84, wobei die 
dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet ist. 

86. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 85, wobei ein 
innerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementarer 
Bereich II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen oder aus 
selbstkomplementaren Bereichen eines, vorzugsweise zirku- 
lar ausgebildeten, topologisch geschlossenen RNA- 
Einzelstrangs gebildet ist. 

87. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 86, wobei der 
komplementare Bereich II aus selbstkomplementaren Berei- 
chen einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. . 

15 88. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 87, wobei die 
Nukleotide im Schleif enbereich zwischen der doppelstran- 
gigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifiziert 
sind. 

20 89. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 88, wobei die 
Enden der dsRNA modifiziert sind, um einem Abbau in der 
Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entge- 
genzuwirken . 

25 90. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 89, wobei der 
durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des kom- 
plementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugs- 
weise zwei, weitere chemische Verknupf ung/en erhoht ist. 

3 0 91. Verwendung nach einem der Anspruche 7 4 bis 90, wobei die 
chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof fbriickenbindung, hydrophobe Wech- 
selwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stape- 
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lungswechselwirkungen, oder durch Metall-Ionenko- 
ordination gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 91, wobei die 
chemische Verknupfung an mindestens einem, vorzugsweise 
an beiden, Enden des komplementaren Bereichs II herge- 
stellt ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 92, wobei die 
chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen 
vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3-propandiol) - 

und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 93, wobei die 
chemische Verknupfung durch in den komplementaren Berei- 
chen II anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebil- 
det ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 94, wobei die 
chemische Verknupfung durch in den komplementaren Berei- 
chen II eingefiihrte Azabenzoleinhei ten gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 95, wobei die 
chemische Verknupfung durch in den komplementaren Berei- 
chen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nu- 
kleotidanaloga gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 7 4 bis 96, wobei zur 
Herstellung der chemischen Verknupfung mindestenes eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau ; bifunk- 
tionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2~chlorethyl) -amin; 
N-acetyl-N N - (p-glyoxyl-benzoyl ) -cystamin; 4-Thiouracil ; 
Psoralen . 
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98. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 97, wobei die 
chemische Verkniipfung durch an den Enden des doppelstran- 
gigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebil- 

5 det ist. 

99. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 98, wobei die 
chemische Verkniipfung an den Enden des doppelstrangigen 
Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 
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100 



Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 99, wobei min- 
destens eine 2 ' -Hydroxylgruppe der Nukleotide der dsRNA 
in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische 
Gruppe, vorzugsweise eine 2 '-Amino- oder eine 2 '- 
15 Methylgruppe, ersetzt ist. 

101. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 100, wobei 
mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang des 
komplementaren Bereichs II ein "locked nucleotide"' mit 
einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4 • -C-Methylenbrucke, 
chemisch modif izierten Zuckerring ist. 

102. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 101, wobei die 
dsRNA oder der Vektor an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch her- 
gestelltes virales Hiillprotein gebunden, damit assoziiert 
oder davon umgeben ist. 



20 



25 



30 



103. Verwendung nach einem der Anspruche 74 bis 102, wobei das 
Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

104. Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 103, wobei das 
Hiillprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 
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105. Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 104, wobei bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hiillprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder 
kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

106. Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 105, wobei die 
dsRNA zum primaren oder prozessier ten RNA-Transkript des 
Zielgens komplernentar ist. 

107. Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 106, wobei die 
Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 
ist . 



15 108. Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 107, wobei 
mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs oder min- 
destens ein dafiir kodierender Vektor verwendet werden, 
wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise 
komplernentar zu jeweils einem von mindestens zwei ver- 

20 schiedenen Zielgenen ist. 

109. Verfahren nach Anspruch 108, wobei eines der Zielgene das 
PKR-Gen ist. 

2 5 110. Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 109, wobei das 
Medikament in die Blutbahn oder das Interstitium des zu 
therapierenden Organismus injizierbar ist. 
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111. 



Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 110, wobei die 
dsRNA bzw. der sie kodierende Vektor in Bakterien oder 
Mikroorganismen aufgenommen sind. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche 74 bis 111, wobei der 
komplementare Bereich I hochstens 49 auf einanderf olgende 
Nukleotidpaare aufweist. 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft ein Medikament mit mindestens einem 
Oligoribonukleotid mit doppelstraniger Struktur (dsRNA) zur 
Hemmung der Expression eines Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA zumindest abschni ttsweise komplementar zum Zielgen ist. 



